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論 文 内 容 要 旨
【背 景 お よ び 目 的 】
ヒ ト膵癌細 胞の第18番 染色体 においては遺伝子 の欠失(lossofheterozygosity;LOH)が 高
頻度 で 発生 す る。 第18番 染色体 長腕 には癌 抑制 遺伝子 で あ る5M4D4が 存在 す るが,こ の領域
には更 な る未知 の癌抑制遺伝 子が存在 する ことが示 唆 されて いる。 本研究 はこの未知 の癌 抑制遺
伝子 を同定 し解析 す る ことを 目的 と した。
【方 法 】
ヒ ト膵癌 細胞株 で あ るPanc-1の 染色 体 は3量 体を形成 して い るが,第18番 染色体 のLOH好
発部位 は2量 体 とな って いる。 我 々はPanc-1に 正常第18番 染色体 を1本 導入 したハ イブ リッ ド
株Panc-1H(18)-2を 過去 に樹立 してお り,こ の2種 の細 胞株 を用 いて以下 の比較検討 を行 った。
(1)2細 胞株 の増殖 能 の検討:一 定条件下 に培養 した細胞数 を定時 的 に計数 し増殖 曲線 を作 成,
doublingtimeを 算 出 した。(2)遺 伝 子ス ク リーニ ング:Panc-1H(18)-2に 導入 され た遺伝子
群 に対 しshortinterferenceRNA(siRNA)を 作成 それ ぞれ をPanc-1H(18)-2に トラ ンス
フ ェク シ ョンさせ,増 殖能 が向上 した遺 伝子 を ピ ックア ップ した。 トラ ンス フ ェクシ ョンには
Athelocollagen-mediatedsiRNAtransfer(AMST)法 を用 いた。(3)遺 伝子発 現量 の検討:
quantitivereal-timereversetransriptionpolymerasechainreaction(qRT-PCR)法 を用
い,先 に ピ ックア ップ した各 々の遺 伝子 について前述 の2細 胞株 におけ る発現量 の検討を行 った。
発現量 比(Panc-lH(18)-2/Panc-1)の 高 い ものを,目 的 とす る癌抑 制遺 伝子 の候補 と した。
(4)ス ク リーニ ングの検 証 二上記 候補 と したRAB27B遺 伝 子 につ いてsiRNAを 計3組 用意 し
liposome-mediatedsiRNAtransfer(LMST)法 で トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンを行 い,発 現 量
(qRT-PCR)お よ び細 胞増殖(MTTassay)に つ いて検証 した。(5)多 種 の膵癌 細胞株 におけ
る発現 量 の検討;ヒ ト膵癌 細胞株18種,ヒ ト正常膵 管上 皮 由来 細胞 株1種(HPDE)お よび ヒ
ト結合組織 由来細胞株1種(NTI-4)を 用 いてRAB27Bの 発現量 を比較検討 した。
【結 果 】
(1)Panc-1お よ びPanc-1H(18)-2のdoublingtimeは そ れ ぞ れ24時 間,36時 間 で あ っ た 。
(2)ス ク リ ー ニ ン グ に よ り13種 の 遺 伝 子 を ピ ッ ク ア ッ プ し た 。(3)13種 の 遺 伝 子 か らPanc-1
お よ びPanc-1H(18)-2で 発 現 を 確 認 で き た5遺 伝 子(RAB27B,ZCCHC2,RKHD2,SERIPINB8
お よ び 〃PG)の う ち,高 発 現 量 比 を 示 したRAB27B(16倍)を 候 補 遺 伝 子 と し た 。(4)Panc-1
の トラ ン ス フ ェ ク タ ン トは ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル に 対 し て 有 意 に 増 殖 速 度 が ヒ昇 し た 。 一 方
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Panc-IH(18)-2で は差が見 られ なか った。(5)膵 癌 細胞株 の多 くはHPDEに 比べ てRAB278の
発現 量が少 なか った。
【考 察 】
Panc-1を 対照 と してRAB27Bの 発 現が著 明 に増加 してい る細胞 はPanc-1H(18)-2で あ り,
著 明 に減 少 して い る細 胞 はPanc-1-siRAB27B-transfectantで あ る。 これ らを比較 した場 合,
RAB27Bの 発現 量 と細胞 の増殖速度 は逆相 関関係 にあ る と言 え る。 また多 くの膵癌細 胞株 にお
いて,発 現量 がHPDEよ りもお しなべ て少 ない とい う点 は癌抑制 遺伝 子 と しての形質 の傍証 と




審 査 結 果 の 要 旨
消化器領 域 にお いて膵癌 は極 めて悪性度 の高 い癌腫 であ る。治 療 の第 一選択が外 科手術で ある
ことは明 らかであ るが,そ の手術手技 が確立 され た といえ る現 在 において もなおその予後 は不良
で あ り,新 規治 療戦略 の開発が急務 である ことは論 を待 たない。 近年癌 治療 にお ける新 たな戦略
と して遺伝子治 療 が研 究 されて お り,膵 癌 において も有望 な治 療戦 略 と して期待 され るものであ
るが,そ の ため に は発癌機 序 の解明 が不可 欠で ある。 膵癌 の発 癌機序 にお いて初 期変 化 に第18
番染 色体 が関与 す る ことが示 唆 されて いるが,こ れ に注 目 した研究 は少 ない。
本 論文 で は一 連 の研究 で作成 した,第18番 染色体 を導 入 した膵 癌細 胞株 を用 いて同染色体上
の欠 失好 発部 位(smallestregionofoverlaping;SRO)に 存在 す る遺伝 子群 に対 し新 規手法
であ るAthelocollagen-mediatedsiRNAtransfer(AMST)法 を用 いて網羅 的解析 を行 い,新
規 癌 抑制遺 伝子 候補 を抽 出 した。 その中か らRASfamilyの 一つ で あ り細胞 内小 胞接着 に関与
す るRAB27B遺 伝 子 に着 目 し,siRNAを 用 いてRAB27Bの 発現 と膵癌 細胞 株 の増殖能 が逆
相関 す る ことをRNAレ ベ ルで明 らかに した。 これ まで にRAB27Bの 発癌機 序へ の関与 を検討
した研 究 はな く,本 論 文 は極 めて独創 的である。 さらに本論 文で は各種膵癌細 胞株 と膵管上皮 由
来株 を比較 したRAB27B発 現 解析 を行 い,膵 癌 細胞株 で は膵 管上皮 に対 してRAB27Bの 発現
が低 下 してい る ことを明 らか に した。以上 の結 果 はRAB27Bが 膵癌 に対す る癌 抑制遺伝 子であ
る ことを示 唆す る もので あ り,膵 癌 にお ける発癌機 序 の解 明 に寄 与す る もので ある。
以 上 のよ うに本論 文 は新規知 見に富み,そ の論 旨 も論理 的 かつ科学 的であ るため,本 論文 は博
士(医 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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